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 ใ น ง า น วิ จัย นี ไ ด้คัด เ ลื อ ก ยี น ไ ค ติ เ น ส จ า ก เ ชื อ0 0  Bacillus licheniformis แ ล ะ ใ ช ้  
Escherichia coli เป็นระบบในการแสดงออกของเอนไซม ์รีคอมบิแนนทเ์อนไซมไ์คติเนสจาก
เชือสายพนัธ์ุ0   DSM13 และสายพันธ์ุ DSM8785 มีคาอุณหภูมิทีเหมาะสมในการทํางาน่     
ระหวาง่   50-55○ซ และ  50-60○ซ  ตามลาํดบั    เอนไซมท์งัสองสายพนัธ์ุมีคา0 ่  pH ทีเหมาะสมใน
การทาํงานที pH 6.0  ยีนไคติเนสถูกทาํให้กลายพนัธ์ุอยางสุมดว้ยวิธีการปฏิกริยาลูกโซโพลิ่ ่ ิ ่ -    
เมอร์เรส (PCR)ในสภาวะทีมีความแมนยํ่ าต ําและเอือตอความผิดพลาด0 ่  (Error-prone PCR) 
รวมกบวิธีการสลับสับเปลียนยีน่ ั  (DNA  Shuffling)  คลังของยีนกลายพันธ์ุทีแ ต ก ต า ง ก น่ ั     
ของเอนไซม์ไคติเนสได้ถูกคัดเ ลือกเพือหา เอนไซม์ทีสามารถทนตอสภาวะที เ ป็นกร ด่    
เอนไ ซม์ไค ติ เนสกลา ยพัน ธ์ุ  (128mt) ซึ งแสดงคาก่ ิ จกร ร มที ดี ขึ นในสภาว ะที เ ป็ นกร ด0              
ไ ด้ถู ก คั ด เ ลื อ ก เ พื อ ทํ า ก า ร ศึ ก ษ า ใ น ขั น ต อ ไ ป0 ่   เ มื อ ใ ช้   p-Nitrophenyl-di--acetyl-        
chitobiose เป็นสับสเตรท  คา่  kcat/Km ที pH 6.0 ของเอนไซมไ์คติเนสสายพนัธ์ุดงัเดิมจาก0      
สายพนัธ์ุ DSM13, DSM8785 และเอนไซมไ์คติเนสกลายพนัธ์ุ (128mt)  มีคา่  5.17, 6.35 และ 
14.73 s
-1
mM
-1  ในขณะทีคา่  kcat/Km ที  pH 3.0 ของเอนไซม์ไ ค ติ เ น ส เห ล า นี มีค า่ ่0                     
1.69, 1.36   และ 4.10 s-1mM-1 ตามลาํดบั  คา่  specific activity ของเอนไซม์ไคติเนส             
เหลานีมีคา่ ่0  290.9, 302.2 และ 351.72 Unit/µg ตามลาํดบั เมือใช ้colloidal chitin เป็น
สบัสเตรท   เอนไซม์ไคติเนสกลายพันธุ์ (128mt) มีคาอุณหภูมิทีเหมาะสมในการทาํงาน่ ทีแปร
ผนัทีอุณหภูมิ   55 ถึง 60ºC และมีคา่  pH ทีเหมาะสมในการทาํงานที pH 6.0   จากการ         
วิเคราะห์ลาํดับกรดอะมิโนข องเอน ไซ ม์ไ ค ติ เน สก ลา ยพ ัน ธุ์  (128mt) แสดงให้เห็นวามี่         
สองกรดอะมิโนที กลายพนัธ์ุในสวนของ่  catalytic domain ทีตาํแหนง่  231 จากกรดอะมิโม      
อะลานีน(Ala) เปลียนไปเป็นกรดอะมิโนวาลีน (Val) และทีตาํแหนง่  384 จากกรดอะมิโนกลู-       
ตามีน (Gln) เปลียนไปเป็นกรดอะมิโนอาจีนีน(Arg)  ในสวนของ ่ fibronectin type III domain  
ทีตาํแหนง ่ 462 จากกรดอะมิโนวาลีน (Val) เปลียนไปเป็นอะลานีน (Ala) และทีตาํแหนง่            
477 จากกรดอะมิโนแอสปาติก (Asp) เปลียนไปเป็นกรดอะโมแอสปาราจีน (Asn)  จากผลการ
ทดลองทีได้ชีให้เห็น0 วาเทคนิคการกากบวิวัฒนาการสามารถนํามาใช้พัฒนาเอนไซม์ไคติ่ ํ ั -         
เนสกลายพันธ์ุที มีกจกรรมของเอนไซม์ที ดีขึนิ 0 โดยประมาณสองเทา่ ทังในคา0 ่  pH ที เป็น         
    
   
กลางและกรดเมื อเปรียบเทียบกบสายพันธ์ุดัง เ ดิมเ มื อใช้ั 0   p-Nitrophenyl-Di--Acetyl-
chitobiose   เป็นสับสเตรท 
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 In this research, the genes encoding chitinase from Bacillus licheniformis were 
isolated and expressed using an Escherichia coli expression system. The recombinant 
chitinase from Bacillus licheniformis strains DSM13 and DSM8785 have an optimal 
temperature between 50-55
○
C, and 50-60
○
C, respectively. Both of them have an 
optimal pH at 6.0. The genes were randomly mutated by a combination of error-prone 
PCR and DNA shuffling techniques. The library of variants of chitinases was then 
screened for the acidic tolerant activity. The mutant (128mt), which showed the 
improved activity, was selected for further study. When using p-Nitrophenyl-Di--
Acetyl-chitobiose as a substrate, the kcat/Km value at pH 6.0 of wild type enzyme from 
strain DSM13, DSM8785 and mutated chitinase (128mt) were 5.71, 6.35 and 14.73   
s
-1
mM
-1
, respectively, while the kcat/Km at pH 3.0 of wild type enzyme from strain 
DSM13, DSM8785 and mutated chitinase (128mt) were 1.69, 1.36 and 4.10 s
-1
mM
-1
, 
respectively. The specific activity of mutated chitinase (128mt) at pH 3.0 was 351.72 
Unit/µg, while the specific activities of chitinase enzymes from strains DSM13 and 
DSM8785 were 290.9 and 301.2 Unit/µg, when using colloidal chitin as a substrate. 
The mutant (128mt) has an optimal temperature ranging from 55 to 60ºC, and an 
optimal pH at 6.0. Amino acid sequence analysis of this mutant chitinase reveals that 
two amino acids in catalytic domain (Ala231Val and Gln384Arg), and two amino 
acids in Fibronectin type III domain (Val426Ala and Asp477Asn) have been mutated. 
    
   
These results indicated that the directed evolution technique has been used 
successfully to obtain a mutated chitinase with improved activity at both neutral and 
low pH, approximately 2-fold better than the wild type, when using p-Nitrophenyl-Di-
-Aceltyl-chitobiose as a substrate.   
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